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€> De, Biosensor besteht aus einer biologischen 

feert ,st Zur Detektion von Schwermelanen wi,d als 
b.olog,sche Komponante mindestens «n Pepbd aus 
der Gruppe der Phytochebtine verwendet 
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Biosensor 



Die Erfindung betrrffl einen Biosensor, ihsbe- 
sorxtere zur Detektion von Schwermetallen. mil ein- 
er bSologischen . Komponente, wetehe auf einam 
Transducer immobilisien: ist 

Biosensoren sind MeBfOhler wie sie beispiels- 
weise in "biW der wissenschah - . Heft 4-1988, S 
100 - 110 beschrieben sind und bei denen eine 
biologische Komponente primar mil dem zu be- 
stimmenden Parameter reagiert Diese 
Primaneaktion oder ein Produkt . dieser 
Primarreaktion wird von einem sog. Transducer 
orfafit und in ein verwertbares, im allgemeinen 
elektrisches Meflsignal Qberfuhrt Dazu ist es erfor- 
derBcb. daB die biologische Komponente in enger 
raumlrcber Nachbarschaft m'rt dem Transducer im- 
mobiDsiert. dJu Rxiert. wird bnmobilislerungsme- 
thoden sind z.B. die Adsorption an einem anorganir. 
schen Oder organischen Trager, der physikalische 
BnschtuB in 6e*-Matrizes Oder hinter einer semi- 
permeable Mem bran, cfie Quervemetzung durch 
bif unktiohefte Oder multifunktioneile Reagentien und 
kovalenle Bindung an einen Transducer,, welche 
entweder direkt oder unter Zuhillenahme von sog. 
"Linkem" erfolgen kann. 

Dauerhaft funktionierende Biosensoren sind 
zwar noch nicht auf dem Markt, jedoch lassen sich 
Anwendungen in der mediztnischen Analytik. Ab- 
wasserOberwachung oder in Bioreaktoren absehen. 
Die vorBegende Erfindung hat sich zur Aufgabe 
gesetzt. einen Biosensor zu schatfen. der insbeson- 
dere zur Detektion von Schwermetallen geeignet 
ist. und der damit die btsher gebrauchlichen 
anarytischen Methoden. z.B. die Sulfidlalrung, zur 
Erkennung von Schwermetallen ersetzen kann. 
' Diese Aufgabe wird durch einen nach den 
kennzeichnenden Merkmalen des Patentanspruchs 
1 ausgebildeten Biosensor gelost 

Die Erfindung macht sich die besondere Eigen- 
schaft der Phytochetetine (PC) zunutze, Schwerme- 
tainonen wia CD*. Hg*\ Zn 2 *. Pb 2 * oder Cu** zu 
binden. Diese Eigenschatt wurde von Grill. Wmnac- 
ker und Zenk in "SCIENCE*. 08 November 1985. 
Vol. 230. S. 674 bis 676 erstmals beschrieben PC 
sind pflanztiche Peptide, die aus den Aminosauren 
Grycin. Cystein und Grutaminsaure aufgebaul sind. 
Die allgemeine Struktuxformel lautet: 
(yglu-cys^-gV. 

wobe* n i-A. zwischen 3 und 8 varuert Ihre biologj- 
sche Aufgabe besteht in der Entgiftung pllanzficber 
Gewebe. wobei die Anwesenheit von Schwermetal- 
len in der Pflanze die Bildung von PC induziert PC 
kormen daher aus Pfianzenzellenkulruren. ver- 
schiedener Spezies isofiert weidon fsh. obengenan- 
nter Arlikel aus SCIENCE). Die Bindung der 
Scbwermetalie an PC ist formal als Metallmercaplid 



zwischen den. SH-Gruppen des Cysteins und den 
SchwermetaJRonen aufzufassen. Da die PC aus-. 
schfieBRch Schwermetafle binden. also nicht. beV 
spielswetse AlkaB-oder Erdalkafi-Metaile. ist es 

s moglich. diese PC als biologische Komponente fur 
einen Biosensor zur Detektion von Schwermetallen 
zu verwenden. 

Die Erfindung soil im fofgenden anhand einiger 
Ausfuhrungsbeispiele, die in den Rguren teirweise 

10 schema tisch dargesteltt sind. naher beschrieben 
. werden. Es zeigen: 

Fig. 1 den prinzipiellen Aufbau einer 
MeBeinrichtung mil einem Biosensor; 

Rg. 2 einen Biosensor mil einem als Feldef- 

rs fekttransisior ausgebildeten Transducer; 

Rg. 3 eine SchaJtung mit einem Biosensor 
gemaB Rg. Z: 

Fig.4 einen Biosensor mit einem als Piezo- 
kristall ausgebildeten Transducer; 

20 .Rg. 5 einen Biosensor mit einem als Uchtlek 

ter ausgebildeten Transducer; 

Rg. 6 einen Biosensor mit einem Transducer 
zur Messung der Leitfahigkeit bzw. der Dielektri- 
rzitatskonstahten. 

25 Die in Rg. 1 schematised • dargesteIHe 

MeBanordnung wetsl eine. Sensortrager 1 auf. an. 
dessen Spitz e der eigentliche Biosensor 2 an- 
geordnet ist. dessen Ausgangssignale Ober eine 
Obertragungsleitung- 3 einer Verstarker-und Anzet- 

30 geeinrichliing 4 zugeluhrt werden. Der Biosensor 2 
wird in das MeBsubstrat 5 eingetaucht. welches 
gasformig, flussig oder lest sein kann. und welches 
bei Vorhandensein eines bestimmten zu messen- 
den Parameters mit der biologischen Komponente 

35 des Biosensors reagiert 

Rg. 2 zeigt ein Ausfuhrungsbeispiel fur einen 
Biosensor, bei dem der Transducer als Feldeffekt- 
transistor aufgebaut ist In einer stirnseitigen Aus- 
nehmung des Sensortragers 1 ist dabei ein Si5- 

40 ciumblock 2.1 eingelassen, in dem in an sich be- 
kannter Weise eine Source- Elekt rode 22. und eine 
Drain-Elektrode 2.3 durch entsprechende Dotierung 
erzeugt wird. die Source-und Drain-Elektrode 22 
und 2.3 sowie die dazwischen Regende SiBcium- 

45 schichl. die den Leitkanal 2.5 bildel. werden mU 
einer IsoBerschicht 2.4. beispielsweise aus SbN*. 
abgedeckt. Die Randbereicbe des SiBciumblocks 
2.1 bzw. der tsolierschicht 2.4 sowie des angren- 
zenden Sensortragers werden zusatzlich noch mit 

so einer Verguflmasse 2.6 abgedeckt. Als biologische 
Komponente des Biosensors werden Phytochela- 
line (PC) aul der Isofierschicht 2.4 immobifisiert. 
welch damit das Gate 2.7 des FeldeHekttransistors 
bilden. Hierzu darl die eigentliche Gate- Eroktr ode. 
die typischerweise bei FeWeHekttransistoren voi- 
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handen ist. nicht als sotehe ausgefOhrt seb. Als 
^mQbjfisiDfungsreagenben konnen beispielsweise 
Glutardialdehyd und SerumaJbiimin verwendet wer- 
<ten (vgl. LD. Bowers und P.W. Carr -Immobilized 
; Enzymes in Analytical Chemistry"). 

Durch Bnlagenmg von Schwermetalfionen in 
*e PC baut sich in der ate Gate wirkenden Pf> 
Schnicht 2.7 ein eleklrisches FeW auf. welches im 
Lateral Z5 Ladungstrager induziert und somit 
den WSderstand des Leitkanals 2.5 andert. Zur Ein- 
staking ernes optimalen Arbeitspunktes des Fet- 
deHekttransistors ist die PCSchicht ^7 mil einer 
• ^atzSchen gitterformigen 'Gate-Elektrode 2.8 ver- 
senen. Ober die erne externa Vorsparmung ange- 
'091 warden kann und deren Gitterabstande so 
gewaWt sind. da* Reaktionen des Meflsubstrais mit 
der PC-Schicht nicht behindert werden. 

Eine entsprecbende Schattung zum Betrieb 
des in Fig. 2 dargestellten. ate Feldeffektlransistor 
ausgetokteten Biosensors ist. in Fig. 3 dargosleOl 
Dabe, , sl die Scmrce-Elektrode 22 und die Drain- 
Bektrode 2.3 mil einer SparmungsqueBe Ui ver- 
bunden. wobei der durch den Leitkanai 2.5 
lliefiende Strom mil einem geeigneten Meflger3t 
4 1 gemessen wird. Ober die zusatzBche Gate- 
Elektrode 2.8 kann eine Ober ein Potentiometer R 
regelbare Vorspannung aus einer Spannungsquelte 
au den Leitkanai 2.5 emwirken. wodurch eine 
Einstellung des Afbeitsbereiches des Feldeffekt- 
transistors erziett wird. 

Da der Schwermetallsensor auf der Basis von 
PC primar nicht • reversibel ist wird durch die 
zusatzDche Gate-Elektrode 28 noch die 
MogRchkeil gegeben. durch entsprechende Polung 
der Spannungsquelle U, die Scrrwermetaliionen 
w,eder aus den PC herauszu!6sen. Erne andere 
Moghchkeil zur Regenerierung des Biosensors be- 
s|ehl in der Spiilung mit S3uren. durch wetche die 
Schwermelalfionen aus dem PC-SchwermetalK 
complex herausgetdst werden. 

Da die PC unter oxidierenden Bedingungen nur 
stabil sind. worm sie ais PC*- -Metall ** -Komplex 
vorliegen. empfiehtt es sich. diese durch Komple- 
*'erung mit einem nur schwach bindenden Metall 
we z.B. Bson, zu stabiBsierea • ' 

Fig. 4 zeigt den prinzipielten Aufbau eines Bio- 
sensors zur Detektion von Schwermetallen auf der 
Basis eines Oberflachenwelten-Bauelementes. 
Hierzu sind auf einer Oberflache eines piezoetektri- 
schen Substrats 2.10 aus Uthium-Niobat kamrnar- 
t»ge Elektroden 2.11 and 2 A2 bzw. 2.13 und Z14 
angeordneL Die Elektroden 2.11 und 2.12 sind mit 
einer Wechselspannungsquelle 4.11 verbunden 
D.e Frequenz der Wechselspannungsquelle 4li 
sowie die Finger der Elektroden 2.1 1 und 2 12 sind 
so ausgeteg!. dafl jede orzeugte und woi.ergeleileta 
Oberflachenwelle die nachste versiarkt. so dafl sich 
aul der Oberllache des KristaJIs 2.10 grofle AmpS- 



^enwerte ergeben. Die RDckwandJung der so or- 
OberflachenweDen geschieht Ober die Elekfrod^ ' 

5 Geometne w,e die Elektroden 2.11 un d 2 ™ 
we«en Das empfangene SignaJ wird cSS 2 
Meflgerat 4.12 angezeigt 

P J^ Bn *" Etektrodenpaaren ZU. 2.12 und 

... ^^ss' 

sches Feld erzeugt welches die AmpBtude der 
, s X'^y >5Chem '' m ^« -tn es 

Ms^,^ Aus *>"9**Sn*) wird durch das 
Meflgerat 4.12 angezeigt 

l^analoger weise zur AusfOhrungs/Om, gem§fl ' 

fceises ,n serner Bgenlrequenz eiregl wird 
Verschieb^g few. SchwSchung de? fSLS 

•n oie PC-Schiclil wird dann gemessen. 

Schwl™ Bin8n Bi0S,,ns0, ^ lelrti °" von 
Schwermolallen. bei dem als Transducer ein 

aul der SUrnse-le Z52 des UchBe ilers 2^ ein ond 
Zt™ d !" 453 2-54 'nehrfach ,e- 

SBn^K. ocf ^ d6f Segenuberliegenden 

n^ Pr : 8 " EmP ' 5n9e ' 4 '»9ist,iert wird. 
we F ache 2.54 fc, verspiege^ woningehend , 

der Rache 2.53 eine PCSchichl. 5.7 ilobilisiert 
«L Andenjngen des Brechungsindizes der PC- 
« ZTZ I AU,nah,ne von SchwermetalBo- 

gI^T 6 " ^ And8nm9en *» a " dieser 
Grenznache n.cht rellektierten und somil austreten- 
den LrchBniensiiai und damil auch eine Andenmg 
der m> EmplSnger 4.14 emplangenen InlensHSL 
aese Anderung wird in einem Meflgerat 4.15 an- 
« 9eze.gt De, Bnlatewinkel a des Uchtes an den 
Flacnen 253 bzw. 254 des IJchlleitets soHte emer- 
seits mdgSchst klein gewShlt werde. andererseils 
soltte eine ausreichende Anzahl von Rellexionen 
slattflnden. 

» Eihe weitere AusfOmjngslom, eines Biosen- 
sors rur Detektion von Schwermelallen besiehi in 
r* R 8- 6 schemaSsch dargestellten Anordnung 
be, der eine PC-Schicht 6,7 arf einer ers.en Elek- 

« mm f' iSiert iS ' "« einer «.eilen. 

5* g tteriamwgen Elektrode 6.9 abgedeckt ist. Beide 
E.ekt,oden 6.8. 6.9 sind mil eine, an sich bekan- 
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nten und deshalb nfcht dargestelHen 
MeBoinrtthtung zur Besiimrnung dor Leitfahigkeit. 
welche sich durch Einlagerung von SchwermetaJtio-> 
nen in. <fie PC-Schicht 6.7 andert verbunden. 

Sne abnBcho Anordnung kann verwendet wer- 5 
den. wonn ate MefigrdOe die Anderung der Dietek- 
trizitatskonstanten der PC-.Schlcht 6.7 herangezo- 
geri werden sott. Hierbet 1st es vorteBhaft minde- 
stens eine der Elektroden 6,8 bzw. 6.9 durch eine 
dunne IsoOerschicht gatvanisch von der POSchfcht ;o 
6.7 zu trermen. Die Anordnung 1st dann in erne an 
sich bekannte WechsetefrornmePbrOcke ate 
variable KapazAat geschattet 



Anspruche . 

1. Biosensor, insbesondere zur Detektion von 
SchwermetaDen, mit einer biotogtschen Kompo* 
nente, welche auf einem Transducer immobiBsieri 20 
ist, dadurch gekennzeichnet, dafl ate biologische 
Komporienie mindestens ein Pedptid aus der Grup- 

pp der Phytochelatrne verwendet wird. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Transducer ate FeHeffekt- zs 
transistor ausgebildet ist und. dafl das bzw. die. 
Phytocholatjn(o) (2.7) schrchtforrrog am Gate im- 
mobiBsieri wird bzw. werden. 

"3. Biosensor nach Anspruch 2. dadurch ge- 
kennzelcbnet, dafl die Phytochelatm(e)-Scnjcht aa 
(2.7) mit einer zusatzBchen Gate-Elektrode (2.8) 
versehen ist 

4. Biosensor nach einem der AnsprUche 1 bis 

3. dadurch gekennzelchnet, daB der Transducer 

ein on piezoelektrischen Kristatl (2.10) auhveist an 35 
dessen Oberitache das bzw. die Phytochetatin(e) 
(2.15) schichtJdrmig immobiBsieri wird bzw. wer- 
den. 

5. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 

4. dadurch gekennzelchnet, dafi der Transducer 40 
einen UchUeiter (2.51) autweist wobei auf minde- 

st ens einer- OberflSche (253) des Uchtleiters 
(2.51) das bzw. die Phytochelatin(e) (5.7) - 
schichtformig immobifisiert wird bzw. werden. 
derart dafl die Bindung von Schwermetallen in der 45 
Prrytochetatin{e>Schicht eine Anderung der opU- . 
schen Ergenschatten des Uchtleiters (2-51) bewirkt 

6. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 

5. dadurch gekennzelchnet. dafi das. bzw. die 
Phy1oche!atin(o) (6.7) zwischen zwei Bektroden so 
(6.8. 63) angeordnet ist. welche mit einer Eirmch- 
tung zur Messung der Leitfahigkeit Oder der Dielek- 
trizitatskonslanten verbunden sind. 
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